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摘 要 : 


DNA 混合 物 ， 


区 别 于 传统 从 单 物种 样品 
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eDNA (environmental DNA) 是 指 从 坏 境 样品 (水体 、 土 壤 、 


metabarcoding 引物 对 其 进行 扩 增 测序 


、 分 类 学 分 析 、 相 对 


得 环境 中 物种 组 成 、 群 落 结构 、 生 态 


结构 和 功能 分 析 、 


生态 系统 过 程 


时 间 成 本 、 结 果 可 核查 等 特点 ， 未 来 很 有 和希 


盖 所 有 生境 条 件 下 的 所 有 生物 类 群 。 但 要 实现 这 个 图 景 ， 


的 技术 标准 化 : 样品 重复 数 设 计 、 采 样 时间 


提取 - 扩 增 -测序 -分 析 程 序 、 序 列 比 对 注释 、 


部 分 支撑 标准 化 的 研究 已 经 启动 , 甚至 一 


功能 等 相关 信息 。 


旦 分 析 评 估 等 领域 。eDNA 监测 
何 有 可 能 存在 不 确定 DNA 的 场景 。 因 为 eDNA 监测 的 非 侵 入 性 、 


望 发 展 成 为 一 个 常规 的 物种 监测 、 


E 物 多 样 性 保护 


沉积 物 、 空 气 、 混 合 物 等 ) 


中 提取 的 DNA.eDNA 监测 是 指 从 环境 样品 中 提取 DNA, 


eDNA 监测 主要 应 


FE 度 分 析 、 功 能 预测 等 ， 以 


可 以 应 用 在 陆地 、 


水 体 、 


灵敏 检 出 、 


群落 功能 预测 、 


设计 、 


采样 点 设计 、 


采样 方法 设计 、 样 品 


监测 结果 后 评估 。 目 前 来 看 ， 
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在 点 实验 室 ， 武 汉 430223) 
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中 提取 的 DNA， 是 各 种 4 
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时 时 更 新 


E 物 的 


性 引物 或 特定 DNA 


在 特定 物种 监测 检 出 、 生 物 多 样 性 


监测 环境 中 是 否 存在 某 特定 物种 ， 


空气 、 器 物 表面 、 


bb、 易 标准 化 方法 与 


需要 从 普遍 性 和 特殊 性 层面 完成 CDNA 监测 技术 链条 


前 处 理 、 样 品 保存 、 扩 增 引 


10 个 环节 的 标准 化 基本 不 存在 理论 上 的 困难 ， 


推动 eDNA 监测 成 为 长 期 性 周期 性 常规 生态 监测 内 容 ， 支 撑 渐 行 渐 近 的 数据 驱动 型 科学 研究 和 和 4 
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Abstract: Environmental DNA (eDNA) is DNA extracted from any type of environmental sample (e.g. water, soil, sediment, air, mixture, 
etc.), which is a DNA mixture originated from different species and individuals, distinguish from a pure DNA sample extracted from a 
particular organism. eDNA monitoring refers the processes that 1) extracting DNA sample from environmental sample, 2) using definite 
species-specific primers or meta-barcoding primers to amplify and sequence eDNA sample, 3) clustering the operational taxonomic units 
(OTUs) and identifying their taxa against reference databases, 4) calculating the relative abundance of each OTUs/ species and other 
biodiversity indexes, 5) analyzing the corresponding ecosystem structure, processes or function. According to eDNA monitoring, a 
definite species (or other taxonomic units) in the sampling site could be identified, and the biological information about species 
composition, community structure, ecosystem processes, ecological function of the research area could be collected. eDNA monitoring 
has been applied in monitoring and early warning definite species, investigating and assessing biodiversity, detecting and analyzing 
community structure and function, studying and quantifying ecosystem processes and so on. eDNA monitoring could work in any type of 
environmental scene where there is unidentified DNA trace, such as in terrestrial environment, aquatic environment, air environment, 
body surface, organism (inner) surface and so on. As an emerging tool for documenting species presence without direct observation, 
allowing for sensitive and efficient detection, easy-to-standardize sampling and analyzing approach, comprehensive taxonomic groups 
coverage, less reliant on taxonomic expertise and auditable by third-party researchers, eDNA monitoring would be a prospective general 
method for species monitoring, community function predicting and ecosystem processes analyzing in future. Moreover, the objective 
scope of eDNA monitoring covers all environmental conditions and all biological taxonomies. However, to realize the prospective 
application vision of eDNA monitoring, there are ten crucial links that need to be standardized at both general level and definite level. 1) 
Design of duplicated samples for a region with definite environment conditions. The number of duplicated samples could be generally 
identified just using species accumulation curves. 2) Design of sampling time for a region with definite environment conditions. The 
interval of sampling time could be generally identified by quantifying the degradation ratio or the retention time of the eDNA from 
different taxonomic organisms in definite environment conditions. 3) Design of sampling sites for a region with definite environment 
conditions. The distance of sampling sites could be generally identified by quantifying the effective transportation distance or the spatial 
heterogeneity of the eDNA from different taxonomic organisms in definite environment conditions. 4) Design of sampling method. For 
different study areas, objects and aims, there are different optimal sample types (water, soil, sediment or other samples). Don't combine 
different duplicated samples, or some rare species would be omitted because of their too weak signals. 5) Pretreatment of samples. 
Pretreatment of samples mainly refers filtration of water samples. It's suggested that filtering water samples should use finer millipore 
glass fiber filter. Don't remove large particles by prefiltering water sample, or some species signals could be removed. 6) Storage of 
samples. It's suggested that samples could be stored at -20 or -80 centigrade, except water samples. Water samples should be kept cool in 
ice bath and be filtered as soon as possible. 7) Choosing of primers. The primers of metabarcoding of the 76S rRNA gene are widely used 
for detecting bacteria and archaea. The primers of metabarcoding of the ITS and 18S rRNA genes are widely used for detecting fungi. The 
primers of metabarcoding of the mitochondrial CO/, 12S rRNA and Cyt b genes are widely used for detecting metazoan. Metagenome is 
another choice for identifying species. 8) Experiment processes of DNA extraction, amplifying, sequencing and analyzing. As the 


experiment processes are more and more tending to be processed by commercial biolabs, a set of general experimental parameters is 
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needed. 9) Taxonomic identification of OTUs. Good reference databases, either comprehensive reference databases or local customizable 
reference databases, are required. 10) Post-evaluation of results. Post-evaluation of results mainly pays attention on whether the number 
of duplicated samples is sufficient, whether the frequency of sampling is suitable, whether the spatial distance between sampling sites is 
suitable, whether the taxonomic identification of OTUs is accurate. Until now, there is no theoretical difficulty in standardizing these ten 
crucial links. Now, the mainly work is the accumulation of datasets and knowledge. Some studies on supporting the standardization have 
been processed. Parts of standardizing works have been organized both at home and abroad. We expect that the accumulation of crucial 
datasets and knowledge on eDNA monitoring in hot regions could finish in future several years, and then the eDNA monitoring could be 
a general work, even a long term basic work in hot regions. As the eDNA monitoring could produce comprehensive and standard datasets, 
along with the long term basic work of eDNA monitoring realizing, the long time series datasets could be used to detect the biodiversity 
(especially hiddenbiodiversity) variations and study the dynamic and evolution of ecosystem structure, processes, function and health. 
Moreover, we expect a series of datasets with high quality, rigour, availability and transparency in future to support the open science and 
the data-intensive scientific discovery and ecosystem management. 
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1 eDNA 及 其 应 用 领域 


eDNA (environmental DNA) 是 指 从 环境 样品 (水体 、 土 壤 、 沉积 物 、 空 气 、 混合物 等 ) 中 提取 的 DNA, 
是 各 种 生物 的 DNA 混合 物 ， 区 别 于 传统 从 单 物 种 样品 中 提取 的 DNA. eDNA 包括 来 自 活 的 细胞 和 生物 
的 胞 内 DNA， 以 及 来 自 自 然 死 亡 细胞 及 细胞 结构 破碎 后 所 释放 出 来 的 胞 外 DNADI 


追溯 到 1987 年 对 沉积 物 中 微生物 的 研究 B, 但 正式 兴起 则 要 到 2000 年 之 后 由。 应 


eDNA 的 应 用 最 


wo 


H 


] eDNA 的 研究 早期 主要 针对 微生物 类 群 ， 扩 展 到 其 它 生 物 类 群 〈 比 如 动物 ) WIEENENEJLAEU, MER 


— 


ill (next-generation sequencing)fll DNA (meta)barcoding 技术 的 发 展 , 生态 学 中 应 用 eDNA 的 研究 逐渐 增多 


15， 近年 来 eDNA 的 应 用 更 是 在 微生物 生态 学 56a、 生 态 系统 生态 学 由 、 古 生态 学 nq20、 保 护 生物 学 [1、 
入 侵 生 物 学 中、 特定 类 群 监测 路 、 生 物 多 样 性 监测 中 等 各 个 研究 领域 中 快速 发 展 下 ”， 样 品类 型 覆盖 
BIER jj 221, ig gp 11, SREB TRIER zip (05261, sh YN, zip petrae 
等 ， 标 类 群 涉及 微生物 682729、 浮 游 生 物 BL32、 真菌 B334 、 植 物 [35] 、 低 等 无 次 椎 动物 ! [14,19] 、 软体 动物 5 37]. 
BO, 46280977. ATAA, 192509771. GALES SE LE ERE ( 表 1)。 


X 1 eDNA 应 用 概述 


Tab.1 Summary of the eDNA usage in different study fields, samples and taxonomies 


研究 领域 概述 

微生物 生态 学 对 来 自 水 体 、 沉 积 物 、 土 壤 、 空 气 、 混 合 物 、 生 物 共生 的 微生物 的 eDNA 进行 提取 、 扩 增 子 测序 或 宏 
基因 组 测序 ， 研 究 微生物 的 多 样 性 、 群 落 结构 、 群 落 动 态 、 空 间 分 布 、 营 养 代谢 等 。 

生态 系统 生态 学 通过 监测 相关 介质 (水 体 、 沉 积 物 、 土 壤 、 空 气 、 混 合 物 、 生 物 共生 ) 的 eDNA， 对 目标 生态 系统 内 
的 生物 组 成 结构 、 相 对 丰 度 及 其 时 空 变化 迁移 过 程 、 功 能 演 蔡 等 进行 研究 。 

古 生 态 学 通过 对 来 自 冰 芯 、 沉 积 物 、 埋 藏品 、 包 藏品 等 介质 中 的 eDNA 进行 研究 ， 获 得 历史 上 或 地 质 历史 上 的 
生物 多 样 性 组 成 、 生 态 环 境 状况 、 生 态 演化 事件 等 信息 。 
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保护 生物 学 


入 侵 生 物 学 


通过 对 来 自 相关 介质 水体、 土壤、 
标 群 体 排泄 物 eDNA 的 监测 评估 
通过 对 来 自 相关 介质 水体、 土壤 、 


标 群 体 的 摄食 状况 、 健 
空气 等 ) 的 eDNA 监测 相关 目标 物种 的 分 布 和 和 


空气 等 ) 的 eDNA 监测 相关 目标 物种 的 分 布 和 和 


群 变化 ， 通 过 对 


康 状况 ， 为 保护 行动 提供 基本 信息 。 


群 变化 ， 为 入 侵 


生物 预防 和 控制 提供 基本 信息 。 

特定 类 群 监测 预警 通过 对 来 自 相 关 介质 (水 体 、 土 壤 、 空 气 、 泥 合生 物 样 等 ) 的 eDNA 监测 寄生 虫 、 流 行 病 的 病菌 病 
等 的 分 布 、 传 播 等 ， 为 相关 防 控 和 治疗 提供 基本 信息 。 

生物 多 样 性 监测 通过 监测 相关 介质 水体、 沉积 物 、 土 二、 空气、 混合 物 、 生 物 共生 ) 的 eDNA， 对 目标 群体 的 生 
多 样 性 进行 监测 评估 。 

样品 类 型 

土壤 样品 以 监测 土壤 微生物 为 主 ， 也 有 用 以 监测 陆 生动 植物 、 研 究 生 态 系统 过 程 。 

水 体 样品 以 监测 水 生动 物 、 植 物 、 浮 游 生物 、 微 生物 为 主 ， 也 有 用 以 监测 流域 内 陆 生动 植物 、 研 究 流域 过 程 。 

( 鱼 类 ) 浮 游 生物 样品 ”以 监测 水 体 浮游 动 植物 及 水 生动 物 早 期 资源 为 主 ， 也 有 用 于 水 生态 环境 状况 评估 、 产 卵 场 调查 等 。 

沉积 物 样品 以 监测 底层 鱼 类 、 底 栖 动 物 、 微 生物 为 主 ， 也 有 用 以 研究 (地质) 历史 时 期 生物 组 成 、 生 态 环境 状况 。 

AIR ACTA PE ih VAS UE EZ. MEA, te DKA RP AAR 

动物 凑 便 样品 以 监测 动物 食性 和 肠 道 微生物 为 主 ， 也 有 用 以 监测 寄生 虫 ， 以 及 开展 健康 评价 。 

动物 肠 道 样品 以 监测 动物 食性 和 肠 道 微生物 为 主 ， 也 有 用 以 监测 寄生 虫 ， 以 及 开展 健康 评价 。 

动 植物 体 表 样 品 以 监测 动 植物 体 表 共生 微生物 为 主 ， 也 有 用 以 监测 寄生 虫 、 小 型 捕食 者 等 。 

目标 类 群 

细菌 和 十 菌 主要 用 168 rRNA 基因 扩 增 子 测序 ， 也 有 用 宏基 因 组 的 

蓝藻 主要 用 168 rRNA 基因 扩 增 子 测序 ， 也 有 用 ITS 基因 的 。 


浮游 生物 
真菌 
维 管束 植物 

氏 等 无 大 椎 动物 
软体 动物 

节肢 动物 
PIRE (TAS 
LAS 


CO1 基因 和 18S rRNA 基因 扩 增 子 进行 测序 。 


ITS 基因 扩 增 子 测序 ， 也 有 


18S rRNA 基因 扩 增 子 测序 ， 也 有 


5.8S rRNA 基因 的 。 


叶绿体 RbcL 基因 的 。 


COI 基因 扩 增 子 进行 测序 ， 也 有 


18S rRNA 基因 和 16S rRNA Ji 


的 。 


Iz! 
[>H 


CO1 基因 扩 增 子 进行 测序 ， 也 有 


168 rRNA 基因 的 。 


COI 基因 扩 增 子 进行 测序 ， 也 有 


CO1 基因 和 125 rRNA 基因 扩 增 子 ; 


Cyt B 基因 的 。 


行 测序 ， 也 有 


Cyt B 基因 和 16S rRNA 基因 的 。 


COI 基因 扩 增 子 进行 测序 ， 也 有 针对 特定 物种 


CO1 基因 扩 增 子 进行 测序 。 


COI 基因 扩 增 子 进行 测序 。 


分 子 探 针 来 进行 检 出 的 。 


eDNA 在 各 研究 领域 中 的 应 用 ， 核 心 


FER gg 8 UT 919471, eDNA 作为 标识 特定 生物 存在 


环 是 利用 


eDNA 对 相关 生物 类 群 实现 信息 监测 


TF 


检 出 及 其 相对 


否 及 其 相对 丰 度 的 指 征 信号， 


a 


以 在 


两 个 维度 发 挥 功 


能 ，1) 指 征 DNA 来 源 物 种 本 身 的 存在 及 其 相对 丰 度 ，2) 指 征 DNA 来 源 物 种 紧密 相关 的 


环境 状况 ps。 


2 eDNA 监测 技术 发 展 的 4 个 阶段 


eDNA 监测 技术 的 发 展 可 划分 为 技术 探索 、 技术 验证 、 技 术 标 准 化 、 技 术 常 态 化 应 用 4 


第 一 次 利 | 


监测 在 


领域 研究 中 验 订 


En 


其 它 物 种 或 生态 


个 阶段 (图 1)。 


FE 应 用 ( 表 2) 018-19.23,43,46-47 


沉积 物 中 的 eDNA 开展 微生物 研究 中 ， 开 启 了 eDNA 监测 的 技术 探索 阶段 ， 二 代 测 序 和 DNA 


(meta)barcoding 技术 的 成 熟 实 现 了 eDNA 监测 技术 可 用 外 ,开启 了 eDNA 监测 的 技术 验证 阶段 ,推动 了 eDNA 


; 随 着 eDNA 监测 可 行 性 在 各 领域 


完 中 获得 验证 
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同时 也 认识 到 eDNA 监测 结果 受 各 种 因素 影响 只 50， 


湖泊 科学 , 2023, 35 (1) : 12-31. DOI: 10. 18307/2023. 0100. 


为 了 夯实 基于 eDNA 监测 的 研究 结果 的 有 效 性 ， 开 始 


研究 CDNA 监测 的 技术 标准 所“ 小 呼吁 eDNA 监测 的 规范 化 5 尝试 为 e。DNA 监测 制定 技术 标准 5 71, 


开启 了 eDNA 监测 的 技术 标准 化 阶段 ; 经 过 技术 发 展 
监测 将 进入 诸多 学 者 所 预期 的 技术 常态 化 应 用 阶段 


> 第 二 代 测 序 
> 宏 条 形 码 


> 沉积 物 微生物 


eDNA (environmental DNA)， 指 从 
环境 样品 〈 水 体 、 土 壤 、 沉 积 物 、 
空气 、 混 合 物 等 ) 中 提取 的 DNA， 


是 各 种 生物 的 DNA 的 混合 物 ， 区 
别 于 传统 从 单 物种 样品 中 提取 出 
的 DNA。 


.采样 方法 设计 标准 化 


“一 | .序列 比 对 注释 标准 化 


展 和 知识 积累 , 在 eDNA 监测 完成 技术 标准 化 后 , eDNA 


10,13,16-17] 
o 


传统 方法 监测 
的 补充 内 容 


“样品 重复 数 设计 标准 化 
“采样 时 间 设 计 标 准 化 
“采样 点 设计 标准 化 


eDNA 监 测 开 
放 共 享 数据 库 
Ca "E 


“样品 前 处 理 标准 化 
“样品 保存 标准 化 


“引物 选择 标准 化 
*DNA 提 取 - 扩 增 -测序 -分 析 标准 化 


“监测 结果 后 评估 标准 化 | 


图 1 eDNA 监测 的 4 个 发 展 阶段 


Fig.1 Four development stages of eDNA monitoring 


表 2 eDNA 监测 在 各 领域 研究 中 的 验证 性 应 用 


Tab.2 The test ofeDNA monitoring in different study fields 


eDNA 的 验证 性 应 用 案例 


指 通过 实验 确认 eDNA TE 开 等 验证 了 通过 eDNA 的 metabarcoding 分 析 可 以 进行 生物 多 样 性 的 监测 与 评估 串 ) 
某 一 具体 研究 领域 研究 方 ”Bass 等 验证 了 通过 水 体 eDNA 可 以 进行 寄生 虫 的 监测 和 预警 Cg 


用 且 可 以 达到 预期 Deiner 等 验证 
研究 目的 。 相关 研究 案例 非 ”Carraro 等 验证 了 用 河流 水 体 
常 非常 多 , 此 处 只 引 数 篇 文 ”Sales 等 验证 
做 示意 说 明 。 


at 
E 
H 
过 | 


pe 
互 


s 


Lynggaard 等 验证 了 用 空气 人 


可 流水 体 CDNA 可 以 大 范围 监测 陆 生 及 涉 水 哺乳 动物 
KHERI eDNA 可 以 监测 陆 生 次 椎 动物 群落 中 


用 河流 水 体 eDNA 可 以 同时 监测 到 来 自 陆 地 和 水 体 的 生物 信息 外 


eDNA 可 以 估算 物种 分 布 及 其 丰 度 (9 


就 当前 来 看 ， 基 于 eDNA 监测 的 研究 整体 上 处 于 技术 验证 向 技术 标准 化 过 渡 的 阶段 。 当 前 基于 eDNA 


监测 的 研究 多 属于 技术 验证 的 研究 ss 


只 有 少 部 分 可 归 类 为 技术 标准 化 的 技术 和 数据 积累 的 研究 


0240601. 鉴于 eDNA 监测 技术 可 以 实现 非 接 触 、 无 损伤 、 高 灵敏 度 、 低 人 力 物力 时 间 成 本 消耗 的 多 物种 (或 
高 级 分 类 单元 ) 监测 的 应 用 优势 “0 ， 可 以 预见 未 来 数 年 内 ， 在 一 些 当前 大 家 比较 关注 的 问题 上 ， 技 术 
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和 数据 积累 可 能 很 快 就 能 完成 。 近 年 来 ， 国 外 5 和 国内 "陆续 有 eDNA 监测 技术 标准 化 文件 /手册 推出 ， 
其 已 经 集中 关注 了 采样 点 〈 河 流 、 湖 泊 、 库 塘 等 ) 选择 、 样 品 〈 水 、 沉 积 物 、 生 物 膜 、 混 合生 物 样 等 ) 采 


常 必要 的 ， 将 有 助 于 推动 eDNA 监测 技术 尽快 发 展 到 技术 常态 化 应 用 阶段 。 


3 eDNA JAM 


I 技术 标准 化 的 系统 性 整体 框架 


Ph 还 依然 存在 不 少 问题 有 待 解决 5， 并 且 
RRE, RA 


集 与 处 理 、eDNA 提取 、eDNA 分 析 〔 扩 增 、 测 序 、 注 释 、 统 计 ) 等 内 容 。 这 些 eDNA 监测 技术 标准 化 努 
力 推 动 了 eDNA 监测 技术 标准 化 的 进步 , 但 在 其 所 关注 的 内 容 中 
有 一 部 分 问题 未 受到 应 有 的 关注 。 也 就 是 说 ， 在 一 些 未 被 关注 的 问题 的 标准 化 研究 和 数据 和 
能 掉队 ， 进 而 延误 整个 技术 标准 化 的 发 展 。 因 此 ， 一 个 针对 eDNA 监测 技术 标准 化 的 系统 性 整体 框架 是 


- 


z| 


TT 


针对 eDNA 监测 技术 标准 化 的 系统 性 整体 框架 的 需求 ,本 文 借鉴 文献 中 所 指出 的 eDNA 监测 技术 中 可 


GG 


2 
H 


方法 设计 、 样 品 前 处 理 、 样 品 保存 、 扩 增 引 物 选 择 、 样 品 提取 - 扩 增 -测序 -分 析 程 序 、 序 列 上 


结果 后 评估 ， 


就 此 进行 简要 说 明和 分 析 。 


野外 采样 

“确定 样品 重复 数 〈 样 品 重复 数 -目标 检 出 度 的 权衡 ) 

。 确 定 采 样 时 间 (eDNA 可 检 出 时 间 窗 口 估算 ) 

。 确 定 采 样 点 〈 监 测 对 象 分布 状 况 、eDNA 输 移 扩 散 状 况 预 估 ) 
。 确 定 采 样 方法 〈 采 样 介质 、 采 样 工具 、 采 样 技术 选择 ) 

。 实 施 野 外 采样 


样品 处 理 

。 样 品 前 处 理 〈 水 样 抽 滤 、 固 体 混合 样 直 接 冷 冻 、 特 定 研 究 目 
的 下 对 特定 样品 的 第 分 》 

“样品 保存 〈 冷 冻 干 燥 保存 及 运输 ) 


分 子 实验 
*Z| ME CSHPNEREESIAS, FIARE metabarcoding 


*DNA 提 取 - 扩 增 -测序 -分 析 〔( 遵 商业 试剂 盒 的 操作 手册 、 委 托 
商业 生物 科技 公司 ) 
“序列 比 对 注释 〈 比 对 公共 参考 数据 库 、 本 地 参考 数据 库 ) 


结果 评估 


“监测 结果 后 评估 《各 样 点 生物 检 出 度 、eDNA 监 测 采 样 时 间 间 
隔 窗口 有 效 度 、eDNA 监 测 采 样 空间 间隔 距离 有 效 度 、 分 类 学 
注释 结果 有 效 度 等 的 后 评估 ) 


图 2 eDNA 监测 技术 流程 


Fig.2 Technological process of eDNA monitoring 


! hitp//www.chinacses.org/xw/gsgg/202205/120220516, 982140.shtml 


Ris I — 2& 9 ja] 2. 17:455992,— JERE eDNA 监测 技术 流程 进行 系统 化 梳理 (图 2)， 提 出 eDNA 监测 技术 


标准 化 中 所 需 重 点 关注 和 解决 的 10 个 环节 (图 1): 样品 重复 数 设 计 、 采 样 时 间 设计 、 采 样 点 设计 、 采 样 


对 注释 、 监 测 
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该 系统 性 整体 框架 主要 针对 基于 eDNA metabarcoding 技术 路 径 的 CDNA 监测 方法 。 基 于 eDNA 监测 技 
术 发 展 历程 和 未 来 应 用 
RRINE, 以 非 基 于 eDNA metabarcoding 的 技术 路 径 为 辅 ,同时 考虑 到 非 基于 eDNA metabarcoding 的 技 


图 景 , 我 们 判断 未 来 eDNA 监测 技术 发 展 应 用 将 是 以 基于 eDNA metabarcoding 的 技 


术 路 径 的 eDNA 监测 技术 流程 比 基 于 eDNA metabarcoding 的 技术 路 径 的 eDNA 监测 技术 流程 只 在 “ 扩 增 引 
萄 选择 、 样 品 提取 一 扩 增 一 测序 一 分 析 程序 、 序 列 比 对 注释 ”3 个 环节 有 差异 或 省 略 ， 所 以 本 文 着 重 


基于 eDNA metabarcoding 技术 路 径 的 eDNA 监测 方法 的 标准 化 框架 ， 兼 顾 非 基于 eDNA metabarcoding 技 
术 路 径 的 eDNA 监测 方法 的 标准 化 框架 。 
3.1 样品 重复 数 设 计 

eDNA 监测 样品 重复 数 设计 的 核心 是 样品 重复 数 与 目标 检 出 度 之 间 关 系 的 测算 。eDNA 监测 属于 抽样 
查 ， 抽 样 重复 数 越 多 检 出 的 信息 种 类 数 也 越 多 (同时, 检 出 的 信息 相对 丰 度 结构 也 越 稳 定 )， 这 种 增加 遵 
循 物种 积累 曲线 的 对 数 增长 基本 规则 ， 所 以 会 存在 一 个 样品 重复 数 和 目标 检 出 度 之 间 的 相对 优化 的 投入 产 
出 点 时 。 比 如 ， 在 长 江 武 汉江 段 开展 的 鱼 类 eDNA 监测 中 ，10 个 重复 可 以 实现 近 80% 的 鱼 类 物种 检 出 度 
目标 ，13 个 重复 可 以 实现 近 90% 的 鱼 类 物种 检 出 度 目 标 ，17 个 重复 可 以 实现 近 95% 的 鱼 类 物种 检 出 度 
标 上 1。 在 长 江 武汉 江 段 开展 的 环境 微生物 eDNA 监测 中 ,8 个 重复 可 以 实现 近 80% 的 细菌 物种 检 出 度 目标 ， 
17 个 重复 可 以 实现 近 90% 的 细菌 物种 检 出 度 目标 ，28 个 重复 可 以 实现 近 95% 的 细菌 物种 检 出 度 目标 叫 ! 
样品 重复 数 设计 ， 主 要 是 在 一 个 相对 狭小 的 时 间 和 空间 内 ， 通 过 对 采样 时 间 和 采样 空间 的 离散 设计 ， 
以 随机 抽样 假 重复 的 方式 采集 一 系列 样品 ， 通 过 样品 的 处 理 、 测 序 、 分 析 、 注 释 、 物 种 积累 曲线 分 析 ， 计 
算 最 大 可 检 出 物种 (OTUs (operational taxonomic units)) 数 的 最 优 估 值 ， 获 得 样品 重复 数 和 目标 检 出 度 之 
间 的 量化 关系 ， 然 后 根据 一 定 的 检 出 度 目标 ， 确 定 eDNA 监测 所 需 的 样品 重复 数 C。 针 对 单 物种 监测 的 样 
品 重复 数 设计 ， 可 以 根据 一 系列 重复 抽样 监测 中 目标 物种 群体 的 检 出 频次 ， 进 行 基 于 0/1 随机 抽样 模型 的 
概率 计算 来 确定 样品 重复 数 和 目标 检 出 度 的 关系 。 
样品 重复 数 设 计 的 标准 化 原理 简单 ， 只 需要 在 各 具体 区 域 针 对 各 具体 目标 类 群 在 各 具体 环境 条 件 范围 
内 开展 实验 积累 数据 ， 建 立 标准 参考 库 ， 然 后 根据 特定 目标 检 出 度 确定 样品 重复 数 ， 或 者 根据 样品 重复 数 
一 目标 检 出 度 关系 选取 具有 最 优 投 入 产 出 的 样品 重复 数 。 
3.2 采样 时 间 设 计 
eDNA 监测 采样 时 间 设 计 的 核心 是 监测 时 间 有 效 度 测 算 。 因 为 eDNA 在 环境 中 存在 一 定 的 持 留 时 间 


iH 


i 


pup 


(599, AELA CDNA 监测 的 采样 时 间 设 计 需 要 解决 两 个 问题 : 1) 怎么 避免 前 后 两 次 采样 监测 到 的 是 同一 批 


usd. 20 怎么 避免 出 现 大 的 监测 时 域 空缺 ， 这 需要 对 eDNA 的 监测 时 间 有 效 度 进行 量化 测算 。 
监测 时 间 有 效 度 , 指 在 监测 区 域内 监测 目标 群体 的 eDNA 降解 至 不 可 检 出 的 时 间 。 不 可 检 出 取决 于 两 
个 层面 的 因素 : eDNA 片段 降解 至 短 于 监测 扩 增 片段 长 度 H， 可 检 出 eDNA 片段 的 浓度 降解 或 稀释 至 低 于 
检 出 限 鸭 。 由 于 监测 时 间 有 效 度 受 CDNA 初始 片段 长 度 、 初 始 浓度 、 降 解 速率 等 的 影响 外，eDNA 的 释 
放 形 态 和 释放 率 存 在 较 强 的 类 群 差异 性 “1, eDNA 降解 速率 受 来 源 (生物 类 群 ) 7. JER ( 胞 内 胞 外 ) 6691. 
WORE EO, TREO, AP, BODO ERGS, pH, KARTA, RRO PMB 
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[64-65,78] 


Au 
Vy. ER 


=> 


ü 


各 具体 目 


在 一 个 具 
的 降解 存在 一 个 指数 降解 的 规律 
都 是 从 大 片段 降解 为 小 片段 再 降解 为 更 小 的 片段 ， 
， 用 长 片段 引物 比 用 短片 段 引物 进行 eDNA 监测 
在 流水 水 体 中 和 强烈 受 


Jm 


答 胶 和 


体 环 境 条 件 下 , 对 实际 


流域 过 程 影响 的 阿 


采样 时 间 设计 的 标准 化 影响 因 


和 地 上 《以 及 其 它 的 一 些 类 似 情况 ， 比 如 
碎 丑 浮 尘 )， 采 样 时 间 的 设计 ， 不 仅仅 需要 考虑 eDNA 降解 过 程 ， 还 要 考虑 eDNA 在 水 体 、 沉 积 
空气 等 采样 目标 介质 中 的 持 留 时 间 。 在 径流 、 


匡 架 及 未 来 图 景 . 湖泊 科学 , 2023, 35 (1) :12-31. D01:10. 18307/2023. 0100. 


等 因素 影响 中 ， 览 测 时 间 有 效 度 呈 现 出 物种 差异 性 、 类 群 差异 性 、 季 节 差 异性 、 环 境 特征 差异 
160.761, 
击 地 上 和 静水 水 体 中 (以 及 其 它 的 一 些 类 似 情况 ， 比 如 附着 于 器 物 表 面 )， 采 样 时间 设 计 ， 主 要 是 


标 生物 类 群 密度 条 件 下 所 产生 的 eDNA 的 降解 过 程 进行 定量 ,因为 eDNA 


时 的 时 间 窗 口 更 小 。 


气流 的 侵蚀 、 搬 运 过 程 影 响 下 ， 


全 降解 的 情况 下 被 输 移 到 其 它 地 方 ” 1， 进而 导致 原 
fF 时 间 设 计 就 要 考虑 eDNA 持 留 时 间 这 一 参数 ， 而 非 单 


ES 


206977971, 所 以 可 以 用 半衰期 来 进行 定义 9。 因为 生物 个 体 所 释放 的 eDNA 
因而 eDNA 长 片段 的 半衰期 比 短 片段 的 半衰期 更 短 


受 空气 流动 而 传播 的 


eDNA 会 在 尚未 


位 事实 上 的 eDNA 不 可 检 出 ， 因 而 这 种 情况 下 的 采 


纯 的 降解 过 程 。 


效 度 确定 监测 采样 时 间 间 隔 。 
3.3 采样 点 设计 


设计 需要 


eDNA 监测 采 档 


m 


的 空间 空 


x 


针对 流水 系统 


J 


素 复杂 , 但 针对 常规 应 
标 类 群 在 各 具体 环境 条 件 范围 内 开展 实验 积累 


用 的 标准 化 方法 简单 ， 只 需要 在 各 具体 区 域 针 对 


数据 ， 建 立 标准 参考 库 ， 然 后 根据 相应 监测 时 间 


点 设计 的 核心 是 监测 空间 有 效 度 测 


径流 、 气 流 、 扩 散 等 的 驱动 以 及 动物 携带 传播 而 存在 一 


解决 两 个 问题 : 1) 怎么 避免 两 个 采样 点 监测 


空缺 ， 这 需要 对 eDNA 的 监测 空间 有 效 度 进行 量化 测算 。 


算 . 因 为 eDNA 在 环境 中 存在 一 定 的 持 留 时 间 " 


EAE AERP), ALL eDNA 监测 的 采样 点 


到 的 是 同一 个 信号 源 ，2) 怎么 避免 出 现 监测 区 域 大 


输 移 、 降 解 过 程 中 各 环节 的 影响 点 ""， 再 通过 各 环境 因 


来 实现 对 CDNA 监测 的 最 适 采样 方案 设计 的 思路 [5 。 另 


响 参数 ) 打包 成 黑箱 ， 接 受 不 确定 性 、 控 制 不 确定 性 、 
性 的 量化 


{ 


时 问题 方 


生物 信息 
yh DNA〉 的 半 衰 距离 来 量化 ”3。 


上 晶 也 应 该 
A73 eDNA 的 降解 存在 


PAJ eDNA 监测 ， 有 学 者 提出 用 基于 水 文学 模型 ， 考 虑 eDNA 降解 速率 以 及 各 环境 因 


， 通 过 模型 模拟 计算 来 设计 eDNA 监测 的 最 适 采 样 方案 ”1。 这 属于 通过 受 控 实 验 明晰 环境 因子 对 eDNA 


子 的 参数 化 、eDNA 输 移 降解 过 程 各 环境 的 模型 化 
外 一 个 思路 ， 即 暂时 先 把 eDNA 产生 、 输 移 、 降 解 
等 的 复杂 过 程 (各 物种 的 eDNA 形成 参数 、 各 物种 eDNA 的 降解 速率 参数 、 各 环境 要 素 对 eDNA 降解 的 影 


分 析 ， 实 现 对 eDNA 监测 的 最 适 采 样 方案 设计 ， 这 是 我 们 所 提出 的 流域 生物 信 


量化 不 确定 性 ， 通 过 对 eDNA 输入 


端 和 输出 端 关联 


息 流 分 析 框 架 的 处 


式 ” 1。 由 于 该 思路 所 需 确定 的 背景 变量 少 、 所 需 预 先 开 展 的 计算 简单 ， 虽 然 精 确 度 可 能 不 大 高 


够 用 ， 比 较 适 合 大 范围 


HALE 


E 广 使 用 。 


AFER MU 2097071, 在 流水 水 体 中 eDNA 的 监测 空间 有 


流 《〈 用 来 标记 没有 生命 活性 的 生物 物质 ， 亦 即 


姑 为 依赖 于 eDNA 


效 度 可 以 用 无 效 


来 自 自 然 死亡 细胞 及 细胞 结构 破碎 
的 降解 速率 以 及 


再 悬浮 等 过 程 5， 其 中 eDNA 的 降解 速率 受 来 源 CA 


径流 驱动 的 运输 、 
E 物 类 群 ) 5 、 形 式 ( 胞 内 胞 外 ) 1691. 


后 所 释放 出 来 的 
吸附 与 沉积 
初始 浓度 四、 
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i EUST. 4e gU. BODO, FERS pH, EART RRO PRE AE IUOS Hh AS 
因素 影响 0* 1， 无 效 生物 信息 流 半 衰 距 离 会 呈现 出 物种 差异 性 、 类 群 差异 性 、 季 节 差 异性 中， 以 及 基于 河 
流 特 征 的 区 域 性 差异 。 比 如 ， 在 青藏 高 原 一 个 小 型 河流 中 ， 春 季 封 冻 期 的 细菌 无 效 生物 信息 流 半 衰 距 离 为 
1.5 km 左右 ， 秋 季 多 云天 的 细菌 无 效 生物 信息 流 半 衰 距离 为 10.5 km 左右 ， 夏 季 降 雨天 的 细菌 无 效 生物 信 
息 流 半 衰 距 离 为 14.5 km 左右 ,而 夏季 降雨 天 的 真 核 生 物 无 效 生物 信息 流 半 衰 距 离 为 4.5 km 左右 (中 。 因 为 
羊 品 重复 数 对 流域 生物 信息 流 的 估算 准确 度 和 精密 度 有 影响 中 ， 所 以 采样 点 设计 需要 基于 具体 样品 重复 数 
所 指向 的 目标 检 出 度 进行 ， 并 通过 后 验 概率 检验 来 对 eDNA 监测 空间 有 效 度 进行 评估 。 

在 静水 水 体 中 eDNA 的 监测 空间 有 效 度 往往 依赖 于 水 体内 监测 目标 类 群 的 空间 分 布 以 及 eDNA 在 水 
体 中 的 扩散 方向 和 范围 , 监测 空间 有 效 度 可 以 用 eDNA 空间 分 布 差异 度 和 eDNA 矢量 化 有 效 扩散 距离 来 量 
化 。 比 如 , 在 不 同 规模 (面积 分 别 为 3、122 和 4343 hm?) 的 湖泊 中 的 eDNA 监测 研究 显示 , 近 岸 水 体 eDNA 
样品 检 出 的 鱼 类 物种 数 比 湖 中 水 体 eDNA 样品 检 出 的 鱼 类 物种 数 和 多 样 性 高 ， 且 大 多 数 物种 相同 名 。 在 海 
洋 中 的 eDNA 监测 研究 显示 ， 受 水 体 垂 直 分 层 和 水 生生 物 群 落 结构 的 垂直 分 层 影 响 ， 采 样 点 也 需 根 据 需 要 
进行 分 层 设置 3。 

对 陆地 生物 的 eDNA 监测 的 采样 点 设置 , 可 以 基于 由 陆地 到 水 体 的 流域 生物 信息 流 的 框架 通过 河流 水 
体 eDNA 来 监测 后 ， 也 可 以 比照 静水 水 体 中 eDNA 监测 框架 来 开展 ， 只 是 需要 将 eDNA 在 水 体 中 的 扩散 过 
程 蔡 换 成 陆地 动物 移动 /携带 扩散 和 风力 驱动 扩散 过 程 。 比 如 ， 在 青藏 高 原 一 个 小 流域 中 ， 离 岸 5m 内 的 陆 
地 土壤 eDNA 中 检 出 的 细菌 可 以 在 河流 水 体 中 检 出 的 比例 , 在 春季 封冻 期 为 16.6%, 秋季 多 云天 为 48.1%， 
夏季 降雨 天 为 62.8%， 真 核 生 物 的 检 出 普遍 要 低 一 些 ， 夏 季 降 雨天 的 真菌 检 出 比例 为 44.7%， 后 生动 物 的 
检 出 比例 为 22.6% 71, 

对 附着 于 器 物 或 者 生物 个 体 CAD 表面 的 eDNA 监测 的 采样 点 设置 ， 主 要 依赖 于 对 所 监测 目标 eDNA 
分 布 的 预 判 ， 而 这 个 目标 eDNA 由 监测 或 研究 目的 所 决定 。 比 如 监测 动物 的 肠 道 微生物 ， 采 样 点 为 动物 肠 
道 (有 的 会 区 分 前 肠 、 中 肠 、 后 肠 ) 或 者 其 所 延伸 的 排泄 物 卢 ”9 监测 动物 的 体 表 共 生 微 生物 ， 采 样 点 
为 动物 皮肤 或 者 特定 器 官 /区 域 的 外 表皮 中。 

采样 点 设计 标准 化 的 影响 因素 复杂 ， 对 于 存在 明确 eDNA 空间 输 移 的 情况 ， 可 以 选择 黑箱 处 理 方 法 ， 
基于 流域 生物 信息 流 分 析 框 架 ， 计 算 eDNA 监测 的 空间 有 效 度 ， 并 对 其 进行 概率 检验 ， 对 于 不 存在 明确 
eDNA 空间 输 移 的 情况 ， 可 以 借鉴 生态 学 中 经 典 的 种 一 面积 曲线 思路 ， 基 于 均匀 采样 设计 来 量化 采样 点 间 
距 或 采样 数量 与 目标 检 出 能 力 的 关系 。 具 体 标准 化 工作 只 需要 在 各 具体 区 域 针 对 各 具体 目标 类 群 在 各 具体 
环境 条 件 范围 内 开展 实验 积累 数据 ， 建 立 标准 参考 库 ， 然 后 根据 相应 监测 空间 有 效 度 确 定 监 测 样 点 。 

3.4 采样 方法 设计 

对 不 同 地 区 、 对 象 、 目 的 ，eDNA 监测 需要 选取 不 同 的 样品 类 型 (水 体 、 沉 积 物 、 土 壤 、 动 物 凑 便 、 
大 型 昆虫 、 物 体 表 面 附着 物 ) 或 样品 类 型 组 合 。 因 为 生物 在 分 布 区 域内 不 同样 品 介 质 中 的 eDNA 存留 会 存 
在 明显 差异 ， 不 同样 品 介质 对 不 同 的 生物 eDNA 的 持 留 方 式 、 持 留 能 力 和 持 留 时 间 也 会 存在 明显 差异 ， 环 
境 条 件 也 会 对 这 两 类 差异 产生 显著 影响 ， 进 而 导致 不 同 的 样品 类 型 所 保存 的 类 群 不 一 样 ， 或 对 各 类 和 群 的 覆 
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盖 度 不 一 样 ， 所 以 在 相关 监测 工作 中 ， 要 注意 选择 最 适 样品 类 型 〈 组 合 ) 进行 采样 。 比 如 ， 一 个 对 澳 大 利 
亚 《〈 印 度 洋 和 南大 洋 ) 和 哈萨克 斯 坦 (里 海 ) 港口 的 eDNA 监测 研究 显示 , 来 自 表 层 水 、 沉 积 物 、 沉 降 盘 、 
浮游 拖网 的 eDNA 样品 检 出 的 真 核 生 物 类 群 有 具有 明显 分 异 , 不 同类 型 样品 CDNA 监测 到 的 真 核 生物 类 群 存 
在 系统 性 互补 叫 。 在 对 西 澳大利亚 的 高 温 疙 漠 气 候 的 Pilbara 和 高 温 地 中 海 气 候 的 Swan 海岸 平原 的 陆 生生 
物 eDNA 调查 研究 中 发 现 , 食肉 动物 凑 便 eDNA 样品 比 土壤 eDNA 样品 能 够 检 出 更 多 的 植物 和 无 疹 椎 动物 
类 群 ( 科 级 别 ) 11。 沉积 物 中 的 eDNA 降解 速率 比 水 体 中 的 eDNA 降解 速率 要 慢 、 持 留 时 间 要 长 ， 同 样 体 
积 的 样品 ， 沉 积 物 中 累积 的 eDNA 浓度 比 水 体 的 要 高 、 时 间 跨 度 比 水 体 的 要 长 ”9Y， 这 可 为 不 同 监测 目标 
下 的 样品 类 型 选择 提供 参考 。 因 为 地 上 节肢 动物 留 在 植物 叶 面 的 eDNA 容易 受 雨 雾 冲刷 而 下 落 包 ， 所 以 林 
间 节 上 肢 动 物 eDNA 监测 建议 采集 植物 冠 / 叶 下 的 圳 水、 雨水 或 者 表层 土壤 样品 。 

野外 采样 量 一 方面 取决 于 样品 类 型 和 eDNA 监测 目标 ， 另 一 方 
使 用 量 。 当 前 eDNA 提取 最 常用 并 越 来 越 常用 的 试剂 盒 法 中 ,eDNA 提取 所 使 用 的 样品 量 通 常 不 超过 1.5 mL. 
所 以 对 于 不 需要 预 处 理 且 能 够 大 量 采集 的 沉积 物 样品 、 土 壤 样 品 等 ， 可 以 用 5 mL 无 菌 离心 管 采集 3-5 mL 
样品 叶 ， 根 据 需 求 可 增加 样品 重复 数 ， 对 于 不 需要 预 处 理 但 样品 较 不 易 采 和 集 的 生物 肠 道 样品 、 生 物体 表 妖 
膜 样品 \ 物体 表面 附着 物 样品 、 气体 悬浮 物 沉 降 样品 等 , 可 以 
根据 需求 可 增加 样品 重复 数 ， 对 于 需要 通过 抽 滤 来 富 集 eDNA 的 水 体 样品 ， 目 前 多 以 1.5 L Ae ONE 
究 不 同 标 准 对 这 一 量 的 要 求 有 所 差异 ), 在 不 同 水 体 状况 和 孔径 滤 膜 条 件 下 , 抽 滤 完 所 有 水 样 可 能 需要 使 用 
ZIK (1~5) 滤 膜 ， 多 张 滤 膜 在 eDNA 提取 时 可 以 作为 一 份 样品 一 次 性 提取 中 ， 根 据 需 求 可 增加 样品 重 
复数 ， 对 于 需要 通过 抽 滤 来 富 集 eDNA 的 气 溶 胶 及 碎 层 浮尘 样品 ， 可 以 基于 研究 区 域 的 空气 悬浮 物 状 况 来 
确定 抽 滤 空气 的 时 间 (0.5~2 h〉” 光 ， 根 据 需 求 可 增加 样品 重复 数 。 

不 同样 品 (样品 重复 ) 不 要 混 样 。 因 为 eDNA 监测 采样 的 随机 抽样 特性 以 及 eDNA 在 介质 中 非 均一 分 
布 特性 ， 各 样品 中 所 包含 的 各 物种 的 eDNA 丰 度 不 一 ， 丰 度 超 过 检 出 闵 值 的 物种 大 概率 会 被 检 出 ， 低 于 检 
出 闵 值 的 大 概率 不 会 被 检 出 ， 所 以 各 样品 中 所 检 出 的 群落 结构 也 不 一 ， 一 个 样 点 所 有 样品 的 检 出 结果 在 
分 析 过 程 中 ) 合并 在 一 起 可 以 更 贴近 事实 地 反映 其 群落 结构 状况 ， 而 不 同样 品 进行 混 样 (但 不 进行 eDNA. 
富 集 操作 ) 会 稀释 某 个 样品 所 偶然 抓 住 的 某 低 资源 量 物种 超过 检 出 闵 值 的 eDNA 丰 度 ， 导 致 一 系列 低 资源 
量 物种 的 eDNA 丰 度 低 于 检 出 闵 值 ， 进 而 导致 检 出 结果 的 系统 性 误差 。 综 合 分 析 已 有 的 qPCR 实验 研究 ， 
不 同 实验 室 不 同 研究 条 件 下 的 eDNA 检 出 限 Climits of detection) 在 4-250 个 拷贝 每 个 反应 ( 拟 合 结果 


而 取决 于 eDNA 提取 过 程 中 样品 的 最 大 


] 2 mL 无 菌 离心 管 采 集 0.5~2 mL FE PI, 


em 


已 出 


EN 


略 有 扩张 ，2.19~260)，eDNA 量化 限 〈limits of quantification) 在 10-1920 个 拷贝 每 个 反应 ( 拟 合 结果 范围 
Wil. 6-839» !kq。 有 案例 研究 也 证 实 ， 基 于 各 样 点 样品 单独 测序 结果 的 物种 累计 曲线 比 基 于 各 样 点 
单 品 混合 样 重复 测序 的 物种 累计 曲线 所 获得 的 物种 数 和 多 样 性 要 高 5 

3.5 样品 前 处 理 

样品 前 处 理 主要 是 指 对 水 样 的 处 理 以 获得 富 集 的 CDNA 样品 ， 因 为 通常 情况 下 土壤 、 沉 积 物 、 固 体 混 
合 物 、 痕 迹 样 品 采集 后 直接 密封 冷冻 即 可 。 最 高 效 的 水 样 预 处 理 方式 是 过 滤 ， 不 同 的 过 滤 方 式 所 得 到 的 结 
果 差 异 不 大 ， 但 过 滤 用 的 滤 膜 孔径 规格 和 滤 膜 材质 对 结果 有 明显 影响 : 孔径 越 小 所 捕捉 到 的 eDNA 类 群 越 


a 


E 


202303.10337v1 


chinaXiv 


杨 海 乐 , 张 辉 , 杜 浩 . eDNA 监测 方法 标准 化 框架 及 未 来 图 景 . 湖泊 科学 , 2023, 35 (1) :12-31. DOI :10. 18307/2023. 0100. 


Z, 其 代价 是 过 滤 时 间 越 长 ,在 实践 中 需要 根据 监测 目标 的 形态 (病毒 、 细菌 、 浮 游 生物 、 宏 体 生物 碎片 、 


游离 DNA) 进行 权衡 ， 对 于 滤 膜 材质 ， 有 研究 显示 用 河流 和 湖泊 水 体 eDNA 监测 真 核 生 物 ， 玻 璃 纤维 滤 
膜 比 树脂 滤 膜 的 过 滤 效 果 好 ， 纤 维 素 酯 滤 膜 比 聚 醚 砚 滤 膜 的 过 滤 效 果 好 驻 -2 。 


不 建议 对 水 样 进行 预先 过 滤 《〈 除 了 为 富 集 某 特定 类 群 CDNA 而 进行 的 得 分 )。 
进行 预先 过 滤 以 去 除 大 颗粒 杂质 ， 然 后 用 微 孔 滤 膜 过 滤 获 得 细 
于 用 微 孔 滤 膜 进行 过 滤 不 会 产生 特别 大 的 影响 ， 
颗粒 杂质 吸附 的 目标 eDNA， 所 以 对 巧 浮 颗 粒 较 多 、 泥 沙 含量 较 高 或 富 营 养 化 上 
过 静 置 或 离心 将 颗粒 物 进 行 富 集 形成 沉淀 物 样品 ， 按 照 沉 积 物 样 品 的 处 理 方式 进 


行 抽 滤 形成 滤 膜 上 的 样品 ， 进 行 eDNA 提取 )， 也 可 以 延长 抽 滤 时 间 、 压 缩 


些 研究 对 较 浑 浊 水 样 
颗粒 的 CDNA 样品 ， 但 考虑 到 大 颗粒 杂质 对 
以 及 预 处 理 在 除去 大 颗粒 杂质 时 也 会 去 除 相 当 一 部 分 被 大 
的 水 体 可 进行 分 样 处 理 〈 通 
47 eDNA 提取 ， 上 清 液 进 


滤 水 体 体 积 、 增 加 样品 的 重 


复数 ， 但 不 建议 对 水 样 进 行 预先 过 滤 。 一 项 对 海洋 浮游 动物 群落 结构 的 案例 研究 确证 了 经 过 预先 过 滤 的 


eDNA 样品 中 所 检 出 的 生物 类 群 显著 少 于 未 经 预先 过 滤 的 eDNA 样品 中 所 检 出 的 “1。 因 


为 预先 过 滤 并 不 降 


低 样品 污染 、 测 序 错误 的 可 能 性 ， 所 以 减少 的 生物 类 群 大 概率 是 稀有 物种 /类 群 。eDNA 监测 的 主要 目的 和 


优势 之 一 是 对 稀有 物种 的 检 出 ， 而 非 对 传统 方法 能 够 轻易 得 出 的 结 


过 滤 的 代价 是 值得 的 。 


对 于 部 分 特定 目的 或 针对 特定 类 群 的 非 水 体 eDNA 监测 ， 也 可 以 通过 检 


如 ， 对 在 两 个 钙 鱼 养殖 场 采集 的 84 JU 


进行 重复 验证 ， 所 以 不 进行 水 样 预先 


品 前 处 理 来 提高 监测 效率 。 比 
尼 样 品 分 组 进行 得 分 对 比 实验 ， 非 得 分 样品 


品 中 后 生动 物 序 列 


(metazoan reads) 的 平均 百分比 分 别 为 19.53% Fl 17.10%; 筛 分 样品 中 后 生动 物 序列 的 平均 百分比 分 别 为 


81.03% 和 89.92%553。 筛 分 有 效 地 清除 了 硅 藻 门类 群 〈 如 海藻 和 浮游 植物 )， 富 集 了 后 4 


动物 。 筛 分 样品 中 


eDNA 测序 中 底 栖 动 物 平 均 占 比 在 一 个 样 点 是 未 得 分 样品 的 4.1 fit (47.2996 vs 11.46% )， 在 另 一 个 样 点 是 


AGATE AAT 5.7 fi (20.0396 vs 3.52%) 1, 


3.6 样品 保存 


便捷 的 方法 即 -80'C、-20'C 或 干冰 浴 冷 冻 保 存 。 对 于 水 样 ， 


样品 保存 主要 指 样品 从 被 采集 到 DNA. 提取 之 间 的 这 段 时 间 的 保存 。 对 于 不 需要 预 处 理 的 样品 (比如 
土壤 、 沉 积 物 、 固 体 混 合 物 、 痕 迹 等 ) 最 有 效 且 


冰 浴 保存 可 以 降低 eDNA 在 水 中 的 降解 速率 2， 也 有 用 阳离子 表面 活性 剂 来 抑制 水 体 中 eDNA Bee fe, 


但 是 不 如 低温 保存 有 效 证 1。 当然 ， 最 有 效 的 还 是 尽快 进行 过 滤 ， 把 eDNA 语 集 在 滤 膜 上 ， 然 后 干燥 冷冻 


C-80'C. -20°C) EP 


3.7 扩 增 引物 选择 


扩 增 引物 ， 根 据 eDNA 监测 的 对 象 和 目的 选择 用 物种 特异 性 引物 或 者 metabarcoding 通用 引物 。 物 种 


种 监测 等 )，metabarcoding 通用 引物 主要 针对 目标 生物 类 群 的 eDNA cae d. CEE ae? 


真 核 生物 等 的 物种 组 成 监测 ) {外 。 不 同类 群 往往 有 不 同 的 常用 通用 引物 (比如 真菌 常 


J ITS, 18S rRNA 4s 


特异 性 引物 主要 针对 特定 物种 的 eDNA 《快速 ) 监测 检 出 与 定量 《比如 病源 监测 、 入 侵 物种 监测 、 濒 危 物 
Hah AK, EW 


nt 


因 的 通用 引物 ,细菌 、 古 菌 常用 16s rRNA 基因 的 通用 引物 ， 后 生动 物 常用 CO7、 线 粒 体 128 rRNA, Cytb 


基因 的 通用 引物 )。 不 同 通 用 引物 之 间 ， 有 一 定 的 扩 增 类 群 范围 、 


pus 


类 群 内 扩 增 比例 、 物 种 /遗传 辨识 度 差异 


202303.10337v1 


chinaXiv 


杨 海 乐 , 张 辉 , 杜 浩 . eDNA 监测 方法 标准 化 框架 及 未 来 图 景 . 湖泊 科学 , 2023, 35 (1) :12-31. DOI :10. 18307/2023. 0100. 


bo。 传统 通用 引物 在 越 来 越 多 的 使 用 中 逐渐 形成 大 势 并 不 断 积累 数 据 ， 同 时 也 有 不 少 新 的 通用 引物 被 
FRERES, 但 新 开发 通用 引物 是 否 真 的 好 用 , 是 否 有 足够 的 优势 替代 已 塑造 了 一 定 程度 路 径 依赖 的 
传统 通用 引物 ， 还 有 待 实践 和 时 间 检 验 。 

对 于 鱼 类 ,针对 线粒体 128 rRNA 基因 的 通用 引物 比 针 对 CO 7 基因 的 通用 引物 有 更 好 的 检 出 效果 57。 
当前 的 状况 是 ， 针 对 线粒体 1285 rRNA 基因 的 通用 引物 检 出 结果 可 重复 性 高 ， 但 数据 库 不 全 ; 针对 CO 13€ 
因 的 通用 引物 检 出 结果 可 重复 性 低 ， 但 数据 库 全 路 ， 因 而 当前 用 CO 7 的 通用 引物 还 是 更 普遍 一 些 。 随 着 
线粒体 12S rRNA 数据 库 的 完善 ， 线 粒 体 12S rRNA 的 通用 引物 之 后 或 将 是 一 个 重要 的 可 选项 。 由 于 当前 各 
metabarcoding 通用 引物 对 目标 类 群 的 扩 增 都 存在 一 定 的 效率 缺陷 ,使 用 多 个 通用 引物 分 别 进行 扩 增 测序 分 
析 ， 并 对 结果 进行 并 联 分 析 能 够 一 定 程度 上 缓解 部 分 覆盖 缺陷 问题 ， 但 是 否 能 够 彻底 解决 覆盖 缺陷 问题 、 
是 否 能 够 准确 反映 群落 结构 尚未 确定 。 


au 


对 样品 进行 环境 宏基 因 组 (metagenome) 测 序 并 系统 注释 ， 也 是 一 种 检 出 方式 [1。 宏 基因 组 测序 能 够 覆 
六 各 生物 类 群 ， 所 得 的 数据 量 大 得 多 ， 但 成 本 却 高 得 多 ， 结 果 的 精确 度 和 和 履 盖 度 也 未 确定 ， 目 前 在 微生物 
上 用 得 多 ， 在 其 它 类 群 中 用 得 非常 少 ， 需 要 根据 实际 需求 进行 选择 ， 并 对 类 群 覆盖 度 和 注释 效率 进行 相应 
定量 评估 。 
3.8 样品 提取 一 扩 增 一 测序 一 分 析 程 序 

对 每 一 类 样品 ， 应 该 有 标准 化 的 eDNA 提取 一 扩 增 一 测序 一 分 析 程 序 。 因 为 eDNA 提取 方法 和 具体 操 
作 程 序 、PCR 扩 增 的 退火 温度 和 循环 数 、 测 序 平台 和 测序 技术 、 分 析 流 程 和 具体 参数 都 会 对 最 后 所 解析 出 
来 的 OTUs 丰 度 评估 产生 一 定 影响 ， 所 以 只 有 统一 标准 化 的 eDNA 提取 一 扩 增 一 测序 一 分 析 程 序 ， 其 最 后 
所 得 的 结果 之 间 才 有 具有 完全 的 可 比 性 "中 。 对 于 具体 的 eDNA 提取 方法 ， 有 学 者 提出 特定 改进 方案 tJ， 但 


商业 试剂 盒 是 越 来 越 普遍 的 方式 (21。 从 现状 来 看 ， 从 eDNA 商业 试剂 盒 提 取 、eDNA 样品 质量 检测 ， 到 


€ 


PCR 扩 增 、PCR 产物 质量 检测 、PCR 产物 提取 与 纯化 、PCR 产物 定量 ， 再 到 DNA 文库 构建 、 测 序 、 序 列 
数据 质 控 、OTU RA. OTU 丰 度 统计 所， 包括 其 中 各 个 步骤 的 污染 控制 、 参 数 设置 及 调 优 ， 商 业 生物 技 
术 公司 都 有 一 整套 标准 化 技术 流程 及 数据 处 理 软件 ， 并 在 为 非常 多 的 eDNA 相关 研究 提供 技术 服务 支持 。 
从 目前 趋势 可 以 预见 ， 样 品 提取 一 扩 增 一 测序 一 分 析 一 整套 都 委托 给 商业 生物 技术 公司 也 将 是 未 来 的 一 个 
重要 选项 和 趋势 47。 

虽然 由 商业 生物 技术 公司 执行 的 eDNA 样品 提取 一 扩 增 一 测序 一 分 析 程 序 在 执行 过 程 中 由 公司 技术 人 
员 不 断 技术 参数 调 优 进而 逐渐 趋 于 标准 化 , 但 还 存在 两 个 细节 问题 尚 待 解决 并 值得 注意 : D 扩 增 当中 的 引 
物 偏好 问题 。 该 问题 的 存在 比较 普遍 ， 并 且 是 对 群落 结构 定量 产生 重要 影响 的 技术 误差 来 源 " ,这 个 问题 
的 解决 一 方面 需要 开发 更 好 的 偏好 性 更 小 的 通用 引物 来 缓解 ， 另 一 方面 也 可 以 通过 定量 引物 偏好 ， 对 整体 
结果 进行 模拟 和 道 向 校正 。2) 分 析 当 中 的 OTU 聚 类 的 参数 设置 问题 。 该 问题 是 一 个 比较 直观 的 问题 , OTU 
聚 类 时 序列 相似 度 设置 越 高 ， 聚 类 形成 的 OTU 数目 就 越 多 ， 进 而 可 能 影响 到 后 续 的 序列 比 对 和 分 类 学 注 
释 。 这 是 一 个 计算 量 和 结果 精确 度 的 权衡 , 可 以 在 算 力 允许 的 情况 下 自己 调试 合适 的 参数 ,比如 9796. 9996 . 


a 


Hn 


99.9% « 
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对 序列 的 分 析 ， 除 了 OTU 聚 类 分 析 路 径 之 外 ，ASV (amplicon sequence variant) 降 噪 分 析 路 径 也 在 逐渐 
获得 相关 研究 者 的 关注 。 从 OTU RAED HER EA ASV 降 噪 分 析 路 径 单独 使 用 比较 来 看 ， 聚 类 及 注释 结果 
各 有 优 缺 点 ， 比 如 针对 COL 基因 所 得 聚 类 OTUs 和 降 噪 所 得 ASVs 差不多 ， 并 且 注 释 所 得 分 类 单元 也 差 不 
多 ， 而 针对 18S 基因 所 得 聚 类 OTUs 明显 比 降 噪 所 得 ASVs 要 多 ， 并 且 注 释 所 得 分 类 单元 也 要 多 0 1。 
研究 提出 OTU 聚 类 分 析 路 径 和 ASV 降 噪 分析 路 径 不 应 该 是 相互 蔡 代 的 ， 而 是 相互 补充 的 ， 建 议 用 ASV 
来 指示 单 倍 型 ， 用 OTU 来 指示 物种 ， 避 免 相关 信息 丢失 ， 进 而 提高 不 同 研究 间 的 可 加 性 和 可 比 性 9。 桶 
类 分 析 路 径 和 降 噪 分 析 路 径 都 有 不 止 一 种 算法 502 2529， 相应 类 别 之 内 的 算法 在 使 用 中 或 多 或 少 可 互相 混合 、 
折 中 和 交换 6， 在 标准 化 过 程 中 建议 选 定 一 种 或 几 种 简易 有 效 的 算法 进行 计算 和 结果 展示 。 

对 于 针对 特定 物种 的 eDNA 快速) 监测 检 出 与 定量 ， 往 往 只 需要 使 用 物种 特异 性 引物 进行 PCR 定性 
arth Al PCR 或 ddPCR 定量 分 析 吧 1， 不 需要 进行 测序 、 序 列 分 析 、 序 列 比 对 注释 等 步骤 环节 。 使 用 物种 特 


异性 引物 进行 qPCR 或 ddPCR 定量 分 析 , 主要 是 进行 eDNA 相对 丰 度 的 定量 , 因为 eDNA 相对 丰 度 在 一 定 
条 件 下 和 目标 物种 的 个 体 数 量 呈 线性 正 相 关 ””" 引 ， 进 而 可 被 用 来 开展 鱼 类 自然 繁殖 监测 中。 通过 eDNA 
定量 分 析 可 以 为 各 物种 /类 群 的 eDNA 释放 速率 、eDNA 降解 速率 、eDNA 浓度 与 个 体 数量 关系 等 进行 数据 
积累 ， 进 而 为 未 来 用 模型 根据 eDNA 浓度 模拟 计算 目标 类 群 个 体 数 量 或 资源 量 提供 数据 库 支 持 。 
3.9 序列 比 对 注释 

序列 比 对 注释 的 关键 在 于 参考 数据 库 的 建立 与 完善 。 对 于 特定 目标 物种 的 监测 (比如 特定 珍稀 濒危 物 
种 监测 、 入 侵 种 监测 、 寄 生 虫 监测 等 ) 只 需要 通过 物种 特异 性 引物 进行 PCR 扩 增 检测 确认 即 可 ,无 需 进行 
测序 和 序列 比 对 中 ;如 果 需 要 对 特定 目标 进行 种 群 遗传 结构 分 析 和 系统 发 育 分 析 ， 则 需要 进行 测序 和 相关 
序列 分 析 。 对 于 大 类 群 目标 的 监测 则 需要 特定 的 序列 参考 数据 库 ， 比 如 真菌 的 ITS 基因 Unite 数据 库 、18S 
rRNA 基因 Silva 数据 库 , 细菌 和 古 菌 的 16S rRNA 基因 Silva 或 Greengene 数据 库 , 后 生动 物 的 线粒体 CO! 
基因 用 NCBI 核酸 数据 库 等 。 对 于 具体 区 域 的 具体 类 群 的 eDNA 监测 往往 会 因为 目标 数据 的 有 限 性 使 得 常 
用 参考 数据 库 中 相关 序列 存储 不 全 所 造成 的 结果 遗漏 显得 不 可 接受 ， 所 以 参考 数据 库 的 完善 对 于 eDNA 监 
测 的 应 用 非常 必要 四。 在 公共 参考 数据 库 不 能 满足 特定 区 域 特定 类 群 的 研究 需求 时 ， 可 以 根据 已 有 材料 、 
已 知 信息 建立 本 地 参考 数据 库 吕 ”201。 

序列 比 对 注释 中 另 一 个 需要 特别 注意 的 问题 是 分 类 置信 度 的 设置 。 在 参考 数据 库 中 参考 序列 对 物种 履 
盖 不 是 十 分 完全 的 情况 下 ， 如 果 序 列 比 对 注释 的 分 类 置 
某 一 物种 的 序列 错误 匹配 到 序列 相似 的 另 一 物种 上 ， 或 者 把 缺少 参考 序列 的 茶 一 物种 的 序列 强行 匹配 到 序 
列 相似 的 另 一 物种 上 站， 在 当前 参考 数据 库 建设 条 件 下 ， 后 一 种 情况 更 为 普遍 。 在 参考 数据 库 中 参考 序列 
对 遗传 多 样 性 覆盖 不 是 十 分 完全 的 情况 下 ， 如 果 序 列 比 对 注释 的 分 类 置信 度 设 置 得 很 高 ， 往 往 会 出 现 一 些 
没有 注释 的 OTU， 即 该 OTU 序列 通过 比 对 无 法 与 参考 数据 库 中 的 任 一 序列 形成 匹配， 这 种 问题 在 基于 不 
完备 的 本 地 数据 库 的 比 对 注释 中 较为 常见 。 这 是 一 个 参考 数据 库 完 备 程度 和 结果 匹配 精确 度 之 间 的 适 配 ， 


度 设 置 得 较 低 ， 往 往 会 出 现 一 些 错误 注释 ， 即 把 


m 


可 以 自行 调试 合适 的 参数 ,比如 97%、99%、99.9%。 比 对 注释 所 使 用 的 算法 差异 (比如 BLAST、RDP classifier, 


Bayesian Lowest Common Ancestor) 和 软件 差异 (比如 Qiime2、Usearch) 对 结果 也 会 产生 一 定 影响 ， 其 结 
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监测 结果 后 评估 
监测 结果 后 评估 主要 是 对 监测 结果 的 术 
估 、 注 释 有 效 度 的 后 评估 ， 是 利用 当 


异 或 群落 结构 差异 ， 分 析 eDNA 的 半衰期 
有 效 度 的 后 评估 ， 即 以 当 次 监测 各 样 点 所 获得 的 监测 结果 计算 eDNA 输 移 或 扩散 的 


lE 
~ 
E 


内 容 不 是 不 需要 评估 ， 而 只 是 因为 无 法 根据 当 次 监测 结果 进行 后 记 


fF 品 重 复数 的 后 评估 、 
i 测 结 果 和 历史 参考 数据 对 当 次 监测 过 程 


EF 佑 。 样 品 


时 间 有 多 


度 的 后 评估 、 


相关 环节 的 评估 ， 殿 


匡 架 及 未 来 图 景 . 湖泊 科学 , 2023, 35 (1) :12-31. D01:10. 18307/2023. 0100. 


确 度 需要 相应 的 比较 研究 来 确定 ， 在 对 不 同 研究 的 注释 结果 进行 横向 比较 时 应 对 算法 和 软件 进行 统 


空间 有 效 度 的 后 评 


S 


测 所 采样 品 的 检 出 结果 分 析 样 品 重复 数 和 
所 采样 品 重 复数 所 能 达到 的 检 
测 相 邻 采样 时 间 各 相应 采样 点 所 获得 的 


LZ is 


度 “〈 或 特定 目标 检 


L| 
u 


lim 


复数 的 后 评估 ， 即 以 当 次 监 


概率 ) 之 间 的 关系 ， 计 算 当 次 监测 


度 水 平 ， 是 对 样品 重复 数 设计 的 校 验 。 时 间 有 效 度 的 后 评估 ， 即 以 当 次 监 


、 
, Y 


测 的 空间 有 效 度 ， 是 对 采样 点 设计 的 校 验 。 注 释 有 效 度 的 后 讨 


统 调查 结果 相 比 较 ， 以 及 与 其 它 参考 数据 库 注释 结果 相 比 较 ， 评 估 当 


度 ， 


殷 多 样 性 监测 方案 ， 


监测 结果 差异 度 (组 成 差异 度 或 丰 度 差异 度 ), 结合 可 确认 的 物种 差 
估 当 次 监测 的 时 间 有 效 度 ， 是 对 采样 时 间 设 计 的 校 验 。 空 间 


# 误 距离 ， 评 估 当 次 监 


对 参考 数据 库 及 分 类 学 注释 的 校 验 。 比 如 在 长 江 武汉 江 段 开展 的 鱼 类 eDNA 监测 中 ， 


估 ， 即 以 当 次 监测 所 测定 序列 注释 结果 与 传 


次 监测 中 参考 数据 库 注 释 结果 的 有 部 


线粒体 CO! 


是 
车 因 宏 条 形 码 (引物 mlICOIintF/ jgHCO2198R) 共 检 出 89 种 鱼 类 ， 其 中 有 30 种 | 


历史 


ERP 


土壤 为 对 象 ， 水 样 通过 抽 滤 获得 富 集 eDNA 滤 膜 ， 干 燥 冷 冻 保存 运输 ， 


选择 针对 真 核 生物 的 CO7 基因 通用 引 4 


RX OTU 序列 比 对 公 


即 对 每 个 采样 点 位 5 f 


重复 数 的 后 评估 ， 


根据 物种 积累 
有 效 度 的 后 评估 ， 


评估 , 即 对 系列 采 相 


线 模拟 获得 样品 
即 对 每 个 采样 点 位 的 相 邻 2 次 监测 结果 进 


当前 监测 方案 的 时 间 有 


化 规律 ， 获 得 其 动物 活动 时 间 差 异性 和 eDNA 3 


Fin ELS 


ETH, à 


有 捞 调 查 结果 所 确认 ， 
平行 开展 的 捕捞 调查 监测 记录 到 35 种 鱼 类 ， 其 中 24 种 在 eDNA 监测 中 被 检 出 1。 

示例 化 说 明 ， 假 如 有 针对 某 一 小 流域 的 动 
个 月 开展 1 次 监测 ， 整 个 样 点 沿 水 系 及 其 岸 带 分 布 且 样 点 间 径 流 距离 10 km， 样 品 采集 以 溪流 水 体 和 岸 带 
土 样 直 接 冷冻 保存 运输 ， 测 序 引 物 
匆 ， 样 品 委托 商业 生物 科技 公司 进行 提取 、 扩 增 、 
参考 数据 库 进行 分 类 学 注释 ， 获 得 目标 类 群 基础 生物 组 成 及 相对 丰 度 人 信息。 样品 


和 点 位 设计 5 个 样品 重复 ， 每 2 


测序 、 分 析 ， 将 已 


的 结果 进行 物种 积累 
复数 和 物种 检 出 度 间 的 量化 关系 ， 给 


线 分 析 , 估算 至 


给 出 当前 监测 方案 
结 


监测 结果 后 评估 ， 不 是 一 个 困难 的 工作 ， 也 不 需要 另外 投入 物力 去 
对 相关 问题 进行 后 验 的 分 析 评 估 即 可 。 当 前 的 研究 绝 大 多 数 没有 开 
E. 希望 这 个 内 容 在 之 后 的 eDNA 监测 分 析 评 估 工 作 


到 这 个 内 容 的 必要 


局 


点 每 次 的 监测 结果 进行 横向 比较 ,分析 在 每 次 采样 时 段 相 
的 空间 有 效 度 。 注 释 有 效 度 的 后 评估 ， 即 将 分 类 学 注释 结果 (或 结果 中 某 特 定 类 群 ) 
果 进 行 对 比 ， 评 估 注 释 结果 的 有 效 度 〈 正 确 注释 的 


E 


LE 论 可 检 出 物种 数 ， 


上 当前 监测 方案 的 检 出 度 。 时 间 
行 纵向 比较 ， 分 析 其 相似 度 〈 重 复 度 ) KRE 


与 
t 例 、 注 释 结果 对 传统 分 类 学 调查 结 


效 度 。 空 间 有 效 度 的 后 


点 间 eDNA 输 移 的 半 衰 距离 ， 


充实 验 ， 只 需要 根据 已 获得 结果 
展 监 测 结 果 后 评估 ， 只 是 因为 没有 注意 


bP 能 够 得 到 践 行 。 
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4eDNA 监测 技术 应 用 图 景 


4.1 未 来 的 eDNA 监测 应 用 场景 


随 着 生态 文明 建设 的 推 
求 ，eDNA 监测 在 未 来 可 和 凭借 其 检 出 率 高 、 所 需 样品 重复 数 少 、 
优势 作为 传统 监测 方案 的 便捷 高 
传统 主动 搜索 方法 观察 到 目标 物种 的 溪流 中 都 监测 型 


HE, BARS? 


化 的 生物 监测 评估 将 是 未 来 生态 环境 适应 性 管理 


效 的 补充 方案 。 


的 9 条 溪流 中 也 监测 到 了 相关 eDNA 信号 [1 


物 监测 
个 次 葡萄 园 和 12 个 次 地 块 eDNA 监测 ,但 


因此 ，eDNA 监测 完全 可 以 作为 一 个 补充 方案 或 者 延伸 方案 来 应 


忽略 的 生物 信息 。 
随 着 开放 科学 的 


标准 化 系列 化 监测 记录 和 数据 可 以 为 研究 者 ` 产 业界 和 政府 部 门 的 研究 入 


3)。 研 究 者 、 产 、 以 把 eDNA 监测 纳入 其 生物 监测 工 


基础 需求 ， 对 长 


P. eDNA 监测 的 检 出 率 比 传 统 目 视 查找 的 检 出 


所 需 付 出 的 人 力 4 


匆 力 时 间 成 本 人 


匡 架 及 未 来 图 景 . 湖泊 科学 , 2023, 35 (1) :12-31. D01:10. 18307/2023. 0100. 


的 基础 需 


比如 在 加 拿 大 魁北克 地 区 对 3 种 两 
上 了 相应 的 eDNA 信号， 主动 搜 
。 在 美国 新 泽 西 州 12 个 葡萄 园 的 48 
率 高 一 倍 多 ， 要 达到 95% 的 检 出 度 ， 


日 对 应 的 需要 开展 14 个 次 葡萄 


4d 


HEITE 
进 数 据 的 通用 
比如 水 生动 物 
微生物 进行 eDNA 监测 ， 
而 为 水 生态 
全 球 变化 的 生态 
决策 和 应 对 政策 提供 科学 支持 。 


itn 


期 性 监测 ， 


B 


. 


系统 管理 


界 和 政府 部 门 可 


生成 标 ; 


系统 响应 、 


不 仅 可 


表 3 未 来 的 eDNA 监测 应 | 


住 化 技术 文本 和 结 
成 、 开 放 获 取 为 后 续 的 大 尺度 、 长 序列 研究 及 相关 决策 提供 
k 生 微生物 影响 着 宿主 的 健康 ! 9， 
j 以 评估 水 体 微 生 态 健康 状况 ， 也 可 用 以 预警 水 4 
提供 支持 ， 为 水 生 野生 动物 保护 提供 
生态 环境 保护 的 生态 恢复 效果 等 的 深入 研究 提供 数据 源 


监测 作为 常规 生物 监测 


E 进 ， 更 为 标准 化 系列 化 的 生物 监测 结果 将 是 未 来 生态 环境 基础 数据 透明 开 
期 定期 监测 区 域 或 对 象 的 技术 标准 化 eDNA 


园 和 29 个 次 地 块 独立 
用 ， 以 发 现 那 些 难以 被 记录 到 或 者 容易 被 


RIOT t 


[t prm 


dr. H 


索 没 有 观察 到 


标 物种 


个 地 块 内 开展 


的 入 侵 生 


仅 需 要 开展 5 


AIL p 221, 


放 共享 的 


之 一 ， 其 所 获得 的 


策 提 供 通用 的 科学 数据 基础 ( 表 


果 文 件 ， 


成 相关 数据 的 标准 


Lag, E 


HECHT ORE 


比 系列 化 积累 ， 


limi 


场景 概述 


TEREN MZ} 
同时 又 受 环境 微生物 的 显著 影响 ”0， 因 
动物 健康 状况 
支撑 。 长 序列 的 eDNA 监测 结果 文件 ， 
为 后 续 的 管理 


p.p 123-124 


点 和 频 度 


并 通过 


而 对 环境 


29,124] ak 


也 可 以 为 


xdi, 


Tab.3 Summary of the scopes of the eDNA monitoring in future 


eDNA 监测 一 级 应 


场景 


/用 场景 


生态 系统 类 型 淡水 生态 系统 、 海 洋 生态 系统 、 草 地 生态 系统 、 森 林 生 态 系统 、 ”生态 学 研究 (借助 新 技术 和 大 数据 开展 
城市 生态 系统 、 农 田 生 态 系统 、 共 生生 态 系统 、 古 生态 系统 、 ”经 典 生态 学 问题 研究 、 大 尺度 生态 学 问 
流域 生态 系统 等 题 研究 、 复 杂 性 生态 学 问题 研究 等 ) 

监测 介质 类 型 水 体 、 沉 积 物 、 土 壤 、 组 织 混合 物 、 器 物 生 物 〈 内 ) 表面 附着 ”生物 多 样 性 保护 〈 物 种 人 工 保育 、 就 地 
D). JENA 保护 、 保 护 地 建设 与 管理 等 ) 

监测 目标 群体 十 乳 类 、 鸟 类 、 两 栖 疏 行 类 、 鱼 类 、 陆 生 节 肢 软体 类 、 水 生 底 ”生态 系统 管理 〈 种 群 重建 、 群 落 调 控 、 
栖 生 物 、 浮 游 动物 、 浮 游 植 物 、 维 管束 植物 、 真 菌 、 细 菌 、 古 ”生境 修复 、 生 态 重建 、 生 态 系统 结构 优 
菌 等 类 群 化 等 ) 

监测 目的 /需求 展 迁 徙 泗 游 种 监测 、 珍 稀 濒危 种 监测 、 外 来 种 入 侵 种 监测 、 ”生态 安全 检验 检疫 、 外 来 种 监控 等 )、 


隐形 种 监测 检 出 、 


生物 多 样 性 调查 记 


估 、 生 态 系统 结构 动态 监 


生态 政治 和 气候 变化 政治 


(Kà 


E vr B DT 
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测 、 生 态 系统 过 程 监测 分 析 、 台 


E 态 系统 功能 分 析 和 健康 评价 等 
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额 计算 、 政 策 措施 制定 和 效果 评估 等 ) 


* 


Be 


为 目标 群体 开展 相应 监测 分 析 


可 以 为 非常 多 研究 、 管 理 提供 基础 数据 ， 所 以 基于 eDNA 监测 结果 数据 包 / 集 的 二 级 应 


大 类 概述 ， 不 做 具体 枚 举 。 


4.2 未 来 的 eDNA 监测 技术 状况 


为 eDNA 监测 的 本 质 在 于 生物 信息 的 检 


评估 ， 故 在 此 对 3 


H, AREA eDNA 监测 的 


级 应 


场景 即 在 各 种 生态 系统 


中 以 各 种 介质 以 各 生物 类 群 


其 进行 矩阵 化 概述 ;因为 eDNA 监测 结果 的 数据 包 / 集 〈 规 范 、 透 明 、 开 放 获取 ) 


场景 丰富 型 


AK 5-10 年 或 将 是 eDNA 监测 技术 标准 化 急速 发 展 的 时 期 ， 到 2030 年 前 后 ， 


案 、 样 品 处 理 方法 、 分 子 实验 方案 、 监 测 结果 后 评估 方法 的 标准 化 。 届 时 ， 
eDNA 的 降解 时 间 周 期 、 


监测 的 样品 重复 数 检 出 度 、 


等 eDNA 生态 学 过 程 的 关键 参数 将 完成 相应 积累 ，eDNA 监测 方案 中 的 样品 重复 数 i 
设置 、 样 品 介质 选择 或 组 合 将 形成 一 套 比 较 确定 的 参数 ， 指 导 和 支撑 相关 长 期 定期 
提供 开放 、 稳 定 的 系列 化 数据 源 。 非 热点 


区 域 的 eDNA 监测 方案 中 的 样品 习 


无 法 有 效 具 体 罗列 ， 故 只 做 


预期 将 基本 完成 采样 方 


热点 区 


TONY 


eDNA 空间 输 移 的 有 效 距 离 、 


域 特定 研究 对 象 eDNA 


eDNA 赋 存 形态 和 效率 


设置 、 时 间 设 置 、 空 间 


样品 处 理 
的 一 整套 优化 处 理 


方法 。 当 前 国 


外 和 国内 ?已 经 有 相关 的 标准 制定 ， 虽然 离 完 全 


标准 还 有 一 段 距 离 ， 但 可 以 预见 ， 在 有 组 织 地 


、 样 品 介 质 选 择 或 组 合 也 可 以 通过 本 框架 所 示 的 采样 方案 制定 方法 而 进行 确定 。 


(样品 前 处 理 、 样 品 保存 方法 ) 也 将 通过 对 各 种 方法 和 处 理 效果 的 对 


动 


将 更 多 地 实现 引物 选择 趋同 ， 室 内 实验 | 


商业 生物 科技 公司 来 完成 ， 数 据 分 析 依 托 


技 公司 来 完成 ， 而 商业 生物 科技 公司 所 采 / 


供 的 分 析 软 件 分 析 平 台 来 完成 。 当 前 eDNA 监测 的 引物 选择 已 形成 部 分 共识 ;室内 


复数 设置 、 时 间 设 


监测 ， 进 而 为 相关 研究 


LB. ERE 


比 ， 选 定 可 以 满足 要 求 
达成 共识 成 为 通用 执行 


下 ， 有 望 在 领域 内 达成 


E 识 并 形 


成 统一 规范 。 分 子 实验 
商业 生物 科技 公司 所 提 


的 程序 


基本 一 致 ， 只 是 个 别 细 节 人 参数 可 


础 生物 信息 分 析 软 件 的 开源 获取 和 广泛 使 / 
上 需要 达成 统一 ， 即 在 结果 的 展示 站 
监测 结果 后 评估 《包括 对 样品 习 


已 实现 了 数据 分 析 基 础 构架 的 初步 标准 
哪些 结果 必须 提供 。 


复数 、 样 点 空间 布设 、 采 样 时 间 设 定 、 注 释 有 效 度 等 的 评估 ) 也 将 随 


实验 大 多 由 商业 生物 科 
能 需要 进一步 统一 ， 基 


化 ， 只 是 在 结果 的 展示 


着 研究 者 们 逐渐 意识 到 其 必要 性 


MEHN 


(US. ATEFA MEAK. CAH 
EE 架 或 可 为 研究 团队 eDNA 监测 能 力 建设 提供 指引 。 
， 随 着 社会 需求 扩张 和 科学 技术 发 展 之 间 的 循环 联动 , CDNA 监测 必然 向 更 快速 、 便捷 、 
便宜 、 透 明 、 可 得 等 方向 发 展 ， 


设 、 采 样 时 间 设 定 等 所 依赖 的 科学 基础 


化 监测 扩 0， 当 前 的 标准 化 整体 
htt xi 


AW. EUR. TIRE. 


AGH 


E， 而 获得 方法 标准 化 上 的 共识 ， 并 随 着 相关 通 


对 研究 团队 eDNA 监测 能 力 进行 


不 会 发 4 


EB] 


计算 方法 、 计 算 


评估 ， 以 适应 未 来 常态 


于 eDNA 的 生态 学 特性 ， 样 


r1 
Hh 


limi 
[um 


复数 、 样 点 空间 布 


显 改 变 ， 所 以 eDNA 监测 未 来 进 


步 发 展 的 压力 基本 在 


技术 进步 和 管理 进步 上 。 技 术 进 步 ， 主 要 是 针对 固定 监测 站 点 的 在 线 自动 化 实时 监 
针对 非 固定 站 点 的 流动 便携 监测 设备 的 一 体 化 采样 分 析 和 数据 结果 上 传 以 及 监测 结 


以 及 周期 性 数据 包 的 发 布 等 。 


2 http//www.chinacses.org/xw/gsgg/202205/120220516. 982140.shtml. 


测 实时 分 析 实 时 上 报 、 
果 的 提 质 和 监测 成 本 的 


。 管 理 进步 ， 主 要 是 多 部 门 多 数据 源 《 比 如 水 文 数据 、 水 环境 数据 、 气 象 数据 、 人 类 活动 数据 、 生 物 
数据 等 ) 的 实时 集 总 实时 关联 分 析 实 时 预警 ， 
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4.3 eDNA 监测 技术 亚 需 解决 的 几 个 参数 和 问题 


论 上 并 不 存在 困难 ， 只 是 需要 


监测 需要 设置 的 样品 重复 数 , 即 需要 尽快 积累 各 个 监测 


就 当前 的 eDNA 监测 技术 应 用 来 看 ， 有 几 个 技术 参数 和 问题 蝇 需 解决 ， 因 为 这 几 个 技术 参数 和 问题 在 


批 相对 细致 的 实验 研究 来 进行 数据 积 


线 , 给 出 


区 域 /监测 点 不 同 环境 条 件 下 的 样品 重复 数 一 检 出 
合适 的 检 出 度 目 标 下 所 需 的 样品 重复 数 。2) CDNA 监测 两 次 采样 间 的 时 间 间 隔 ， 即 尽快 积累 各 
个 监测 区 域名 个 季节 各 个 目标 生物 类 群 的 eDNA 半 衰 时 间 , 给 出 合适 
3) eDNA 监测 样 点 的 间距 设置 ， 即 需要 对 于 静水 水 体 和 网 


的 监测 辨别 度 
地 〈 以 及 其 它 无 明确 eDNA 输 移 的 对 象 )， 尽 快 


匡 架 及 未 来 图 景 . 湖泊 科学 , 2023, 35 (1) :12-31. D01:10. 18307/2023. 0100. 


累 ， 所 以 比较 容易 解决 。1) eDNA 


Kx 


目标 下 最 小 的 时 间 间 隔 。 


积累 各 监测 区 域 监 测 点 不 同 环境 条 件 下 的 样 点 一 物种 差异 度 曲 线 , 对 于 流水 水 体 (以 及 其 它 存 在 明确 eDNA 


输 移 的 对 象 ， 比 如 气 溶胶 和 碎 导 浮尘 )， 尽 ; 


Ju) 输 移 的 半 衰 距 离 ， 给 出 合适 的 监测 精度 目标 下 所 需 的 样 点 间距 。4) 


库 ， 即 尽 


快 完善 名 个 类 群 的 公共 参考 数据 


库 建 设 ， 在 公共 参考 数据 库 短 时 间 内 无 法 完成 的 情况 下 ， 尽 快 建 


天 积累 各 监测 河 段 监 测 点 不 同 环境 条 件 下 的 eDNA 随 径流 气 


eDNA 监测 的 扩 增 引物 和 参考 数据 


立 各 自 的 本 地 参考 数据 库 ， 并 针对 各 特定 目标 类 群 和 参考 数据 库 确 定 合适 的 OTU 聚 类 序列 相似 度 值 和 序 
列 比 对 注释 分 类 置信 度 。5) eDNA 监测 结果 的 定量 模型 ， 因 为 有 各 种 因素 引起 结果 系统 性 偏 移 ， 所 以 在 完 
全 弄 清 楚 各 个 影响 因素 和 影响 过 程 之 前 ， 针 对 生物 类 群 的 eDNA 监测 ， 


eDNA 监测 结果 的 拟 合 关系 ， 建 立 通过 eDNA 监测 结果 获得 实际 群落 


物种 的 eDNA 监测 ， 尽 快 积累 种 群 资 源 数量 


测 检 出 概率 反 推 种 群 资源 数量 /重量 信 


i 


乱 的 映射 模型 。 


4.4 eDNA 监测 技术 标准 化 系统 性 整体 框架 的 说 明 
考虑 到 无 法 对 多 种 多 样 的 eDNA 监测 相关 工作 给 出 一 个 确切 的 标准 


工作 分 别 给 出 一 个 确切 的 标准 化 方案 ， 


尽快 积累 各 个 类 群 实际 群落 结构 和 
吉 构 信息 的 映射 模型 ， 针 对 具体 目标 


/重量 和 eDNA 监测 检 出 概率 的 量化 关系 ， 建 立 通 过 eDNA 监 


化 方案 , 也 无 意 对 每 种 eDNA 监测 


所 以 本 文 未 对 具体 的 标准 化 参数 进行 综述 和 论证 ， 只 集中 于 eDNA 
监测 技术 标准 化 系统 性 整体 框架 的 构建 和 说 明 。 本 文 所 提出 的 eDNA 监测 技术 标准 化 系统 性 整体 框架 (图 


1， 表 4) BEN eDNA 监测 技术 标 X 


住 化 参与 者 及 eDNA 监测 技术 常态 化 应 | 


评估 eDNA 


监测 的 稳健 框架 ， 以 促进 eDNA 监测 在 特定 物种 预警 监测 、 


态 系统 健康 监测 评价 等 工作 中 的 常规 
状况 深入 理解 。 


期 待 本 系统 性 整体 框 
修订 不 断 加 强 和 改进 CDNA 监测 技术 的 有 效 性 、 适 应 性 。 


者 提供 一 个 用 于 设计 、 完 善 、 


特定 类 群生 物 多 样 性 监测 评估 、4 


tt 


应 用 ， 从 而 获得 先前 所 难以 获得 的 对 特定 物种 及 早 检 出 、 对 生态 环境 


架 能 成 为 一 种 便利 的 指引 ， 参 与 者 、 使 用 者 通过 参与 、 应 用 、 反 馈 、 
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表 4eDNA 监测 技术 标准 化 系统 性 整体 框架 的 适用 概 


Tab.4 Summary of the eDNA monitoring standardizing framework suitability in different sample types 


eDNA 监测 技术 标准 化 系统 性 适用 对 象 
整体 框架 中 的 10 大 环节 流水 水 体 静水 水 体 沉积 物 、 土 壤 AAR. RERE 物体、 生物 的 (内 ) 表 面 ”各 注 
样品 重复 数 设计 标准 化 通过 物种 积累 曲线 ”通过 物种 积累 曲线 ”通过 物种 积累 曲线 分 ”通过 物种 积累 曲线 ”通过 物种 积累 曲线 分 析 ”针对 特定 单 物种 的 样品 重复 数 
分 析 计 算 样品 重复 ”分 析 计 算 样品 重复 ” 析 计 算 样品 重复 数 一 ”分析 计 算 样 品 重复 ”计算 样品 重复 数 一 目 标 ”设计 依赖 于 目标 物种 的 检 出 概 
数 标 检 出 度 的 ” 数 标 检 出 度 的 标 检 出 度 的 量化 关 。” 数 一 目 标 检 出 度 的 ” 检 出 度 的 量化 关系 率 计算 
量化 关系 量化 关系 系 量化 关系 
采样 时 间 设 计 标准 化 定量 研究 目标 群体 ”定量 研究 目标 群体 ”定量 研究 目标 群体 ”定量 研究 目标 群体 ”定量 研究 目标 群体 存在 eDNA 输 移 的 情况 时 ， 即 
eDNA 持 留 时 间 eDNA 降解 速率 eDNA 持 留 时 间或 降 ”eDNA 持 留 时 间或 ”eDNA 降解 速率 需 考虑 持 留 时 间 
采样 点 设计 标准 化 定量 研究 eDNA 有 效 ” 预 估 目 标 类 群 空间 ” 预 估 目 标 类 群 空间 分 ”定量 研究 eDNA 有 ” 预 估 目 标 类 群 空 间 分 布 ”存在 明确 eDNA 输 移 则 量化 有 
输 移 距离 分 布 、 定 量 研究 布 、 定 量 研究 eDNA ” 效 输 移 /扩散 距离 效 输 移 距离 ;不 存在 明确 eDNA 
eDNA 有 效 扩散 距离 AA AUER 输 移 则 量化 种 一 面积 (样品 数 ) 
采样 方法 设计 标准 化 根据 目标 eDNA 分布 “根据 目标 eDNA 分 布 “根据 目标 eDNA 分 布 ”根据 目标 eDNA 分 ”根据 目标 eDNA 分 布 保 ”不 同样 品类 型 有 其 检 出 对 象 差 
保存 的 特异 性 来 选 ”保存 的 特异 性 来 选 ”保存 的 特异 性 来 选择 ” 布 保存 的 特异 性 来 ” 存 的 特异 性 来 选择 异性 ， 同一 样 点 不 同 重复 不 进 
择 ， 注 意 分 水 层 取样 ” 择 ， 注 意 分 水 层 取样 选择 行 混 样 
样品 前 处 理 方法 标准 化 微 孔 滤 膜 抽 滤 富 微 孔 滤 膜 抽 滤 富 ”直接 采样 密封 冷冻 微 孔 滤 膜 抽 滤 富 ”直接 采样 密封 冷冻 水 样 不 建议 预先 抽 滤 ， 除 了 针 
集 eDNA 集 eDNA Æ eDNA, 或 直接 采 对 特定 类 群 eDNA 富 集 而 开展 
样 密封 冷冻 的 筛选 
样品 保存 方法 标准 化 水 样 冰点 转运 ， 滤 膜 ”水 样 冰点 转运 ， 滤 膜 ” 冷冻 保存 运输 滤 膜 样品 和 碎 眉 浮 ”冷冻 保存 运输 -80C 保 存 、-20C 运 输 
样品 干燥 冷冻 保存 ”样品 干燥 冷冻 保存 人 尘 样品 冷冻 保存 运 


运输 运输 输 
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扩 增 引物 选择 标准 化 物种 特异 性 引物 、 ”物种 特异 性 引物 、 ”物种 特异 性 引物 、 ”物种 特异 性 引物 、 ”物种 特异 性 引物 、 根据 目标 ， 选 择 物种 特异 性 引 
metabarcoding 通 metabarcoding 通 metabarcoding 通用 ^ metabarcoding 通用 metabarcoding 通 用 引物 ” 物 或 metabarcoding 通用 引物 
引物 引物 引物 引物 

样品 提取 一 扩 增 一 测序 一 分 析 ” 依 操 作 规程 进行 、 委 ” 依 操 作 规 程 进行 、 委 ” 依 操作 规程 进行 、 委 ” 依 操 作 规程 进行 、 委 ” 依 操 作 规 程 进行 、 委 托 ” 对 相关 技术 参数 及 其 影响 需要 

程序 标准 化 E 商 业 生物 科技 公 ” 托 商 业 生 物 科技 公 ” 托 商业 生物 科技 公司 ” 托 商 业 生物 科技 公 ”商业 生物 科技 公司 提供 ”有 一 定理 解 
司 提供 技术 服务 司 提供 技术 服务 提供 技术 服务 司 提供 技术 服务 技术 服务 

序列 比 对 注释 标准 化 比 对 公共 参考 数据 ” 比 对 公共 参考 数据 ” 比 对 公共 参考 数据 ” 比 对 公共 参考 数据 ” 比 对 公共 参考 数据 库 、 ”关注 分 类 置信 度 的 设置 ， 继 续 
库 、 本 地 参考 数据 库 ” 库 、 本 地 参考 数据 库 ” 库 、 本 地 参考 数据 库 ” 库 、 本 地 参考 数据 库 ”本 地 参考 数据 库 完善 (公共 的 和 本 地 的 ) 参考 

数据 库 

监测 结果 后 评估 标准 化 样品 重复 数 、 时 间 间 ”样品 重复 数 、 时 间 间 ”样品 重复 数 、 时 间 间 ”样品 重 复数 .时间 间 ”样品 重复 数 、 时 间 间 阳 、 监测 结果 后 评估 是 对 监测 方案 
隔 、 空 间距 离 、 注 释 ” 隔 、 空 间距 离 、 注 释 ” 隔 、 空 间距 离 、 注 释 ” 隔 、 空 间距 离 、 注释 ”注释 效率 的 后 评估 设计 有 效 性 的 度量 
效率 的 后 评估 效率 的 后 评估 效率 的 后 评估 效率 的 后 评估 

* 基于 针对 特定 物种 探 针 引物 的 eDNA 监测 ， 不 需要 测序 分 析 和 序列 比 对 注释 ， 甚 至 不 需要 从 样品 保存 到 序列 比 对 注释 的 4 个 环节 内 容 。 
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5 总 结 与 展望 


目前 ，eDNA 监测 技术 标准 化 10 个 环节 中 的 部 分 技术 标准 化 问题 已 在 一 定 程度 上 得 以 解决 ， 剩 下 的 问 
题 在 具体 的 目标 指引 下 , 也 有 望 在 短期 内 获得 一 定 程 度 的 解决 。 在 当前 技术 快速 进步 知识 快速 积累 的 时 代 ， 

只 要 是 通过 技术 进步 和 知识 积累 能 够 解决 的 问题 ， 就 一 定 能 够 解决 ， 技 术 路 径 就 一 定 能 够 走 通 。 期 待 未 来 
5~10 年 内 , eDNA 监测 在 一 些 热点 区 域 (比如 长 江 ) 成 为 一 个 长 期 性 周期 


HE 


生 的 常规 监测 内 容 , 并 建立 严谨 、 


Te 


透明 、 开 放 、 可 用 的 高 质量 eDNA 监测 系列 数据 集 ,推动 生物 多 样 性 (及 隐藏 生物 多 样 性 (hidden biodiversity )) 
研究 的 开放 参与 n 当 ， 为 第 四 范式 的 (生态 学 ) 科学 研究 提供 数据 驱动 支撑 50231， 为 生态 系统 功能 及 健康 管 
里 的 系统 设计 和 快速 反应 提供 深度 理解 和 及 时 预警 。 


jil 
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